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Sinteza fluoroforov s 4-fenilazo-anilinskim skeletom  
Povzetek: 
Na podlagi molekulskih sond, ki so kazale ugodne optične lastnosti za uporabo 
v fluorescenčni mikroskopiji in vezavne lastnosti na odlage proteina tau, je bila 
zasnovana spojina 4-(4-((4-(etil(2-fluoroetil)amino)fenil)diazenil)fenil)-6-metil-2-
okso-2H-piran-3-karbonitril. Na podlagi literaturnih podatkov tvorb gradnikov 
molekule je bila začrtana sintezna pot. Ta je vključevala reakcije Claisenove 
kondenzacije, diazotiranja, spajanja v azo spojino, fluoriranja in Knoevenagel-
ove kondenzacije. V tem delu so predstavljene sinteze spojin, ki bi lahko služile 
kot intermediate na poti do željene spojine. Sinteza končne spojine pod 
izbranimi pogoji ni bila uspešna. 
Ključne besede: fluorofori, azo spojine, Claisenova kondenzacija, sinteza 
 
Synthesis of Fluorophores with 4-phenilazo-aniline Structure 
Abstract:  
Based on molecular probes, that have favourable optical properties for use in 
fluorescence microscopy and favourable binding affinity towards protein tau 
aggregates 4-(4-((4-(ethyl(2-fluoroethyl)amino)phenyl)diazenyl)phenyl)-6-
methyl-2-oxo-2H-pyran-3-carbonitrile was designed. Synthesis plan was chosen 
in accordance with literature data on the synthesis of building blocks present in 
the designed molecule. It included reactions of Cleisen condensation, 
diazotation, azo coupling, fluorination and Knoevenagel condensation. In this 
work, syntheses of intermediary compounds used for to obtain the final 
molecule are presented. The synthesis of the final compound was unsuccessful 
under the chosen conditions. 
Keywords: fluorophores, azo compounds, Cleisen condensation, synthesis 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
AcOH  ocetna kislina 
BOC  terc-butiloksikarbonil (angl. tert-butyloxycarbonyl)  
DAST  dietilaminožveplov trifluorid (angl. diethylaminosulfur trifluoride) 
DCM  diklorometan 
DMSO dimetilsulfoksid 
EtOAc etil acetat 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. High 
performance liquid chromatography) 
HRMS-ESI masna spektrometrija visoke ločljivosti z ionizacijo z  
  elektrorazprševanjem (ang. electrosprayionization high-resolution 
  mass spectrometry)  
IR  infrardeči spekter (ang.infrared spectrum) 
Mp  temperatura tališča (ang. melting point) 
NMR  jedrska magnetna resonanca (ang. nuclear magnetic resonance) 
PE  petrol eter 
PET  pozitronska emisijska tomografija 
pTau  hiperfosforilirani tau proteini 
Rt.  sobna temperatura 
TBN   terc-butil nitrit 
TFA  trifluoroocetna kislina 
TLC  tankoplastna kromatografija 
TsOH  p-toluen sulfonska kislina 
  
 
1 
 
 
1 Uvod 
1.1 Barvila, fluorecenca in fluorescenčna mikroskopija 
Ko svetloba pade na snov, jo ta lahko prepusti, odbije ali absorbira. Te pojave 
vidimo kot barvo snovi in njeno prosojnost. Molekula, ki absorbira svetlobo, 
preide iz osnovnega energetskega stanja v vzbujeno stanje. Ob relaksaciji 
nazaj v osnovno stanje snov preide različna vibracijska stanja, kjer odda 
energijo v obliki toplote. Nekatere snovi po absorpciji svetlobe izsevajo svetlobo 
nižje energije, razlika v energiji je odvisna od časa sevanja in tipa prehoda 
kvantnih energetskih stanj med relaksacijo. Ta pojav imenujemo fluorescenca 
ali fosforescenca.[1] 
V razredčenih raztopinah je intenziteta fluorescence linearno sorazmerna 
koncentraciji snovi in se lahko uporablja za kvantitativno določevanje 
koncentracije analita v vzorcu. Barvila lahko detektiramo z različnimi 
spektroskopskimi tehnikami. Za zaznavanje fluorescence se lahko uporabi niz 
diod, ki zaznajo intenziteto izsevane svetlobe. To se s pridom uporablja za 
karakterizacijo bioloških lastnosti molekul, kjer se določi vezavne sposobnosti 
analizirane molekule na različne tarčne strukture, kot so proteini, encimi, 
transporterji itd. Ta in vitro (zunaj biološkega sistema) tehnika deluje na principu 
spremembe absoprcije med stanjem, ko je spojina vezana, in stanjem, ko je 
spojina prosta. Na drugi strani fluorsecenčna mikroskopija pomaga pri 
preučevanju patoloških sprememb vzorcev, zajetih post mortem. Patološke 
strukture se označi s fluoroforji, vzorce pa se pregleda s posebej prirejenimi 
mikroskopi. Ti na vzorec svetijo z vzbujevalno svetlobo, da vzorec fluorescira. 
Preko različnih optičnih elementov in filtrov do detektorja spustijo samo željeno 
emitirano svetlobo. Z vzbujevalno svetlobo lahko svetimo na celotni vzorec 
(fluorescenčna mikroskopija) ali pa žarek fokusiramo samo na majhen kos 
vzorca in se premikamo po njem (konfokalna mikroskopija).[1] 
Z razvojem fluoroforov, ki se specifično vežejo na željene biološke strukture, se 
je pojavila možnost uporabe pri diagnostiki bolezni na živih bitjih, uporabljajo se 
tudi pri kirurških posegih, kjer služijo kot pomoč pri operacijah, v tako imenovani 
fluorescenčno vodeni kirurgiji.[1] 
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Biološki vzorci vsebujejo mnogo različnih komponent, nekatere lahko tudi 
fluorescirajo. Neželeni nespecifični zaznavi zdravega tkiva in nativnih struktur 
se lahko izognemo z uporabo fluoroforov, ki imajo ugodne optične lastnosti: i) 
imajo največjo absorpcijo pri daljši valovni dolžini od nativnih struktur. S 
primerno izbiro valovne dolžine vzbujevalne svetlobe tako vzbudimo le fluorofor 
in se izognemo zaznavi ozadja; ii) fluorescirajo pri drugačni valovni dolžini od 
naravnih fluoroforov, kot je lipofuscin. Z uporabo primernih filtrov lahko tako 
zamaskiramo ozadje. Razvoj novih molekulskih sond, ki bi izkazovale 
ugodnejše optične lastnosti, je zato ključnega pomena za razvoj in uspešno 
uporabo omenjenih bioloških tehnik. [1] 
1.2 Nevrofibrilarne pentlje 
Ena od uporabnosti fluorescenčnih molekulskih sond je tudi zaznava proteinskih 
odlag. Pri nevrodegenerativnih boleznih so tako odloženi tau proteini. To so 
proteini, ki stabilizirajo mikrotubule. V največjem številu so izraženi v nevronih 
centralnega živčevja, v manjši meri so prisotni tudi v drugih tkivih. Različni 
vzroki, kot sta hiperfosforilacija in glikozilacija, povzročijo spremembe v strukturi 
tau proteinov. Ti ne morejo več opravljati svoje fiziološke funkcije in se sprimejo 
v netopne nevrofibrilarne pentlje, ki se kopičijo v živčnih celicah. Te spremembe 
so prisotne pri nevrodegenerativnih boleznih, imenovanih taupatije, med katere 
spadajo Alzheimerjeva bolezen, Huntingtonova bolezen, Creutzfeldt-Jakobova 
bolezen, progresivna supranuklearna paraliza in druge. Hiperfosforilirani tau 
proteini se med seboj povežejo v skupke preko heksapeptidne sekvence valin-
glutamin-izolevcin-valin-tirozin-lizin (VQIVYK). Ko se tvorijo takšne pentlje, 
nastane nabit lipofilen kanal. Ta kanal je postal tarča za proizvodnjo 
molekulskih sond, s katerimi bi lahko diagnosticirali nevrodegenerativne bolezni, 
preden bi se pokazali navzven vidni znaki odmiranja možganov.[2] 
1.3 Molekulske sonde 
Odkritje strukture VQIVYK kanala je omogočilo uporabo računalniških simulacij 
kvantnih interakcij, ki lahko napovejo, s kakšnim privlakom bi se zasnovane 
spojine vezale na nevrofibrilarne pentlje. Računalniške tehnike tako na časovno 
in finančno manj zahteven način podajo informacije o vezavnih lastnostih spojin. 
Kljub temu je za natančno določitev le-teh potrebno spojine sintetizirati in jih 
preizkusiti na pravem vzorcu. Izračunane napovedi niso dovolj natančne, da bi 
3 
 
lahko rezultatom popolnoma zaupali, ker sta struktura proteinov in okolje, v 
katerem se nahajajo, kompleksna.[3,4] 
Molekulske sonde se specifično vežejo na željeno spojino in ob vzbuditvi oddajo 
merljiv signal. Tudi v primeru tau proteinov se lahko uporablja zgoraj omenjena 
fluorescenčna mikroskopija, v nekaterih primerih pa tudi in vivo (v živem 
organizmu) pozitronska emisijska tomografija (PET). Molekulske sonde, 
uporabne v fluorescenčni mikroskopiji in PET, so že bile sintetizirane. 
  
Slika 1. Molekulske sonde za tau odlage, uporabljene v kliničnih raziskavah. 
Nekatere so že v fazi kliničnih testiranj, vendar sonde, ki bi se z veliko 
selektivnostjo vezala na pTau in bi jo lahko uspešno zaznali z različnimi 
tehnikami, še niso uspeli razviti. 
Raziskovalno delo, ki je potekalo na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo 
Univerze v Ljubljani v sodelovanju z raziskovalci Inštituta za patološko fiziologijo 
Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani in Oddelka za molekularno in 
medicinsko farmakologijo Univerze Kalifornija v Los Angelesu, je razvilo 
molekule, ki vsebujejo reaktivno mesto, primerno za označevanje z 
radioaktivnim izotopom in π konjugiran skelet, ki fluorescira pod UV svetlobo.  
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Slika 2. Podaljšani analogi molekule FDDNP 
Takšne spojine so primerne tako za fluorescenčno mikroskopijo, kot za PET 
slikanje. Glede na literaturne podatke podobnih molekul, rigidna struktura 
pripomore k boljšim vezavnim lastnostim na proteine tau. Ugotovljeno je bilo 
tudi, da ima analogna spojina z azo skeletom podobno rigidno strukturo. 
Elektronsko bogata in elektronsko revna skupina na vsakem koncu π 
konjugiranega sistema in azo kromofor očitno pripomorejo k ugodnim optičnim 
lastnostim. Pri tem se je izkazalo, da stranske verige na anilinskem dušiku ne 
vplivajo bistveno na absorpcijski maksimum, medtem ko so optične lastnosti 
bolj odvisne od narave elektronsko revne skupine in strukture samega skeleta. 
Alkoholna skupina na anilinu ob ustrezni aktivaciji lahko služi kot reaktivno 
mesto za radiofluoriranje z radioaktivnim fluorom-18 (18F). [5,6]  
1.4 Načrtovanje sinteze 
Ena od možnih struktur, ki vsebuje vse potrebne elemente, da bi ustrezala 
pogojem za zaznavo s fluorescenčnimi in radiometričnimi tehnikami 
mikroskopije in slikanja, bi lahko bil 4-(4-((4-(etil(2-
fluoroetil)amino)fenil)diazenil)fenil)-6-metil-2-okso-2H-piran-3-karbonitril (1).  
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Slika 3. Ciljna spojina 4-(4-((4-(etil(2-fluoroetil)amino)fenil)diazenil)fenil)-6-metil-
2-okso-2H-piran-3-karbonitril. 
Zanimalo me je, kako bi se spremenile optične lastnosti sonde, če bi ji zamenjali 
elektronsko revno skupino, in kako bi sprememba strukture vplivala na vezavne 
lastnosti. Ogrodje molekule tvori 4-fenilazo-anilinski skelet, pri katerem elektron 
revno skupino predstavlja oksopiran karbonitril. 
Spojina v literaturi še ni opisana. Znani so njeni analogi, ki jih je mogoče 
pripraviti s klasičnimi reakcijami in iz komercialno dostopnih reaktantov. 
Ogrodje molekule je mogoče tvoriti z diazotiranjem na substituiranem anilinu in 
nadaljnjim spajanjem s fenilnimi analogi, kot je to opisano na podobnih primerih 
v literaturi (Shema 1).[7]  
 
Shema 1. Reakcija spajanja v azo spojino.[7] 
Želen elektronsko reven piranonski obroč se lahko tvori pod pogoji 
Knoevenagel-ove kondenzacije aril diketona z etilcianoacetatom (Shema 2).[8] 
Priprava ustreznih aril diketonov je tudi opisana in izhaja iz komercialno 
dostopnih aromatskih ketonov v reakciji Claisenove kondenzacije z etil 
acetatom (Shema 2).[9,10] 
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Shema 2. Reakcija tvorbe substituiranega piranonskega obroča. [8,9,10]  
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2 Namen dela 
Namen dela je bil sintetizirati 4-(4-((4-(etil(2-fluoroetil)amino)fenil)diazenil) fenil)-
6-metil-2-okso-2H-piran-3-karbonitril. 
Postavljam naslednji hipotezi: 
▪ 4-(4-((4-(etil(2-fluoroetil)amino)fenil)diazenil)fenil)-6-metil-2-okso-2H-
piran-3-karbonitril je mogoče sintetizirati.  
▪ 4-(4-((4-(etil(2-fluoroetil)amino)fenil)diazenil)fenil)-6-metil-2-okso-2H-
piran-3-karbonitril je mogoče sintetizirati po začrtani sintezni poti, 
predstavljeni v shemi 3. 
 
Shema 3: Načrtovana sintezna pot. 
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3 Rezultati in razprava 
3.1 Sinteza po zastavljeni sintezni poti 
Tvorba diketona na 4-aminoacetofenonu 2 je uspešno potekla, a je pri tem 
nastal neželen stranski produkt. NMR in HRMS analizi sta namreč pokazali, da 
se je na anilinsko skupino vezala acetilna skupina. To se je zgodilo, ker se 
anilinska skupina acetilira z EtOAc v amid, pri močno bazičnih pogojih. 
 
Shema 4. Prvi korak: pretvorba 4-aminoacetofenona v diketon in stranska 
reakcija v amid. 
 
  
Slika 4. Produkt 7 pred čiščenjem (levo) in po čiščenju (desno). 
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Problem acetiliranja anilina sem rešil z zaščito aminske skupine z BOC.  
 
 
Shema 3. Sintezna pot z zaščito anilinske skupine. 
Na zaščiteni spojini 8 je Claisenova kondenzacija potekla selektivno do 
diketona 9. Med odščito BOC pod kislimi pogoji je nastala vrsta stranskih 
produktov (preverjeno s TLC). NMR analiza po čiščenju s kolonsko 
kromatografijo je še vedno kazala primesi, čistost spojine pa se ni povečala niti 
s ponovnim čiščenjem s kolonsko kromatografijo. Večkratno razvijanje TLC 
ploščice kaže na to, da produkt 3 na silikagelu razpada. Poizkus kristalizacije ni 
prinesel izboljšanja čistosti (preverjeno z 1H NMR). Diketon 3 pod izbranimi 
pogoji ni bil stabilen, zato sem brez dodatnega čiščenja zaporedno izvedel 
reakcijo diazotiranja in tvorbo azo spojine, brez vmesne izolacije. Po dodatku 
diazonijeve soli anilinu, se je brezbarvna zmes obarvala rdeče, značilno za azo 
spojine. NMR in HRMS analiza po čiščenju s kolonsko kromatografijo sta še 
vedno kazali primesi. Z narejenimi analizami očiščenega produkta nisem potrdil 
prisotnosti načrtovane spojine 5. 
Kljub večkratnemu čiščenju mi ni uspelo izolirati čistega produkta. Menim, da je 
pri reakciji odščite BOC nastala zmes več produktov, med katerimi, niti po 
čiščenju, ni bilo mogoče potrditi prisotnosti produkta 5. 
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Slika 5. Spojina 3 (levo) in njen razpad na silikagelu (desno). 
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3.1 Modificirana pot za sintezo končne spojine 1 
Shema 5: Sintezna pot s Claisenovo kondenzacijo v poznejši stopnji sinteze. 
Pri predhodni poti nisem mogel potrditi prisotnosti željenega produkta, zato sem 
poskusil pridobiti željeno spojino še po modificirani sintezni poti, kjer sem 
Claisenovo kondenzacijo poskušal izvesti na azo skeletu v kasnejši stopnji 
sinteze.  
Dvostopenjska sinteza azo skeleta 12 je potekala iz anlina 2 preko tvorbe 
diazonijeve soli 11. Izolaciji diazonijeve soli sem se izognil, saj tovrstne spojine 
niso stabilne in rade razpadejo. Reakcija med diazonijevo soljo 11 in 2-(N-
etilanilino)etanolom poteka z opazno spremembo barve. Brezbarvna raztopina 
anilina se je že med dodajanjem diazonijeve soli obarvala temno rdeče, kar je 
značilna barva azo spojin. Iz aromatskega dela NMR spektra je razvidna 
prisotnost dveh para-disubstituiranih benzenovih obročev, ki dodatno potrdita 
nastanek željene azo spojine 12. 
Pred izvedbo Cleisnove kondenzacije sem spojino 12 fluoriral in se tako izognil 
možnemu acetiliranju alkoholne skupine v bazičnih pogojih. Iz NMR spektra je 
razviden značilen sklopitveni vzorec vodika s fluorom, ki jasno kaže na 
nastanek željene spojine 13. 
Nadaljnja Claisenova kondenzacija je potekla uspešno. Nizek kemijski premik 
kislega enolatnega protona v 1H NMR spektru produkta 6 je pričakovano kazal 
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na tavtomerijo, kjer se je 85% diketona nahajalo v enolni obliki. Tavtomerija na 
analogni spojini je že opisana v literaturi.[9]  
 Etil cianoacetat Δ 
 EtOH piperidin 
 
Shema 6: Reakcijska shema pričakovane reakcije pretvorbe diketona  6 v 
končno spojino 1. 
Za končno sintezo ciljne spojine 1 sem diketon 6 v prisotnosti etil cianoacetata 
poizkusil pretvoriti v končno spojino 1. Po reakciji je nastala vrsta stranskih 
produktov (preverjeno s TLC). NMR analiza po čiščenju z radialno 
kromatografijo ni pokazala željenega produkta 1. 
Sklepam, da je prišlo do razpada diketona 6, ker se je pri povišani temperaturi 
mešal dva dni. Če je reakcija potekla, je potekla s prenizkim izkoristkom, da bi 
ga po čiščenju lahko analiziral. 
Slika 6. Reakcija spajanja v azo spojino pred dodatkom 2-(N-etilanilino)etanol 
(levo) in trenutek po dodatku (desno). 
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Slika 7. Čista spojina 12 (levo). Radialna kromatografija za čiščenje zmesi po 
sintezi spojine 1 (desno). 
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4 Zaključek 
Z uspešno izvedenimi reakcijami Cleisenove kondenzacije, diazotiranja in 
spajanja v azo spojino ter fluoriranja sem sintetiziral in karakteriziral spojine 6, 
12 in 13, ki imajo različne elektronsko revne skupine. Končnega produkta, 4-(4-
((4-(etil(2-fluoroetil)amino)fenil)diazenil)fenil)-6-metil-2-okso-2H-piran-3-
karbonitrila, pod izbranimi pogoji nisem uspel sintetizirati, vendar menim, da bi 
se do njega dalo priti z optimizacijo reakcijskih pogojev.  
Čeprav na podlagi tega raziskovalnega dela zastavljenih hipotez ne morem 
potrditi, sem z opravljenim delom naredil korak bližje k znanju o tem, kako 
sprememba posamezne skupine vpliva na fluorescenco in ostale optične 
lastnosti spojine.  
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5 Eksperimentalni del 
5.1 Reagenti, topila in aparature 
Kemikalije so bile iz komercialnih virov (Fluka, Sigma Aldrich, FluoroChem). 
Acetonitril je bil sušen nad CaH2, diklorometan in dioksan pa sta bila sušena 
nad Na žico. Sušena topila so bila destilirana pred uporabo. Ostala topila so bila 
uporabljena brez predhodnega čiščenja, sušenja ali drugačnega načina 
predpriprave. 
Tališča so bila izmerjena s Koflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico Leica 
Galen III in niso korigirana. 
NMR spektri so bili posneti s 500 MHz spektrometrom Bruker Avance III. 
Kemijski premiki protonskih resonanc so podani glede na rezidualni signal 
CDCl3 (δ = 7.26 ppm), DMSO-d6 (δ = 2.50 ppm). Kemijski premiki ogljikovih 
resonanc so prav tako podani glede na rezidualni signal CDCl3 (δ = 77.2 ppm). 
19F NMR spektri so kalibrirani glede na eksterni standard CCl3F v CDCl3 (δ = 
0.00 ppm). Kemijski premiki (δ) so podani v ppm. Sklopitvene konstante (J) so 
podane v Hz. Sklopitveni vzorci so podani kot: s (singlet), d (dublet), t (triplet), q 
(kvartet), quint (kvintet), m (multiplet), dt (dublet tripleta), tt (triplet tripleta) in br 
(razširjen).  
IR spektre sem posnel z Brukerjevim ALPHA FT-IR spektrometrom s Platinum 
ATR nastavkom.  
Masni spektrometri visoke ločljivosti (HRMS) so bili izmerjeni z Agilentovim 
Accurate Mass TOF LC/MS spektrometrom (Agilent 6224) na prelet ionov (TOF, 
angl. time of flight), nastalih pri elektrorazprševanju (ESI, angl. electrospray 
ionization) pri atmosferskem tlaku. 
HPLC analiza je bila opravljena na Agilent Infinity II 1260 LC sistemu. Za ločbo 
sem uporabljal reverznofazno HPLC colono Agilent Poroshell 120, C-18, 2.7 
µm, 3.0×50 mm. Spojine sem eluiral z naraščajočo koncentracijo ACN v H2O: 
10% (30 s), 10–90% (480 s), 90% (60 s), 90–10% (30 s). Sistem je bil 
vzpostavljen nazaj na prvotno stanje s spiranjem z 10% ACN v H2O (60 s). 
Čistost spojin je izračunana na podlagi zaznave z UV/vis detektorjem (pod 254 
nm), kot kvocient površine pod vrhom, ki pripada spojini, in seštevka površin 
vseh vrhov v kromatografu. Čistost je podana v odstotkih. 
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Za tankoplastno kromatografijo sem uporabljal TLC ploščice (Fluka Analytical) s 
silikagelskim matriksom na aluminijastih nosilcih, impregnirane s 
fluorescenčnim indikatorjem (λe = 254 nm). Opazoval sem jih pod UV-svetilko 
(CAMAG) pri valovnih dolžinah 254 nm in 366 nm. Za kolonsko kromatografijo 
sem uporabljal silikagel (Fluka Silica gel 60, mesh 220-240). Za radialno 
kromatografijo sem uporabljal silikagel Merk 60 PF254, ki vsebuje mavec. 
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5.2 4-(4-((4-(Etil(2-fluoroetil)amino)fenil)diazenil)fenil)-6-metil-2-
okso-2H-piran-3-karbonitril (1) 
 Etil cianoacetat Δ 
 EtOH piperidin 
  
V argonovi atmosferi sem v suhem etanolu (10 mL) raztopil 6 (52 mg, 0,072 
mmol), piperidin (20 µL, 0,2 mmol) in etilcianoacetat (150 µL, 1,3 mmol) ter pri 
temperaturi refluksa (80 °C) mešal 2 dni. Reakcijsko zmes sem nakisal s HCl 
(1M, pH 6) in ekstrahiral v DCM (3×5 mL). Organske faze sem posušil z 
brezvodnim Na2SO4, prefiltriral in uparil topilo pod znižanim tlakom. Reakcijsko 
zmes sem očistil z radialno kromatografijo (SiO2, 2 mm), tako da sem na suho 
ploščo nanesel vzorec v diklorometanu, ploščo posušil in produkt spral z 
mešanico PE/EtOAc v razmerju 7:1, nato pa postopoma vse do 1:1. dobil sem 
24 frakcij, z vsaj 8 različnimi spojinami. Noben izmed izoliranih produktov ni 
ustrezal željeni spojini 1. 
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5.3 1-(4-Aminofenil)butan-1,3-dion (3) 
 TFA St. 
 EtOAc 
 
V EtOAc (120 mL) sem raztopil 9 (738 mg, 2,5 mmol), počasi dodal čisto TFA 
(12 mL, 70,7 mmol) in pri sobni temperaturi mešal 2 uri. Kislino sem nevtraliziral 
z nasičeno raztopino NaHCO3 (pH 7). Organsko fazo sem posušil z brezvodnim 
Na2SO4, prefiltriral in uparil topilo pod znižanim tlakom. Reakcijsko zmes sem 
očistil s filtracijo skozi čep SiO2 (najprej čisti PE, nato čisti EtOAc) in izoliral 
rumen kristaliničen produkt 3, ki ni bil čist. Produkt sem očistil še z radialno 
kromatografijo (SiO2, 2 mm), tako da sem na suho ploščo nanesel vzorec v 
diklorometanu, ploščo osušil in produkt spral z mešanico PE/EtOAc v razmerju 
5:1 do druge lise, potem pa postopoma do čistega EtOAc. Dobil sem rumen 
kristaliničen produkt 3 (37 mg), ki še vedno ni bil čist. Kristalizacija iz mešanice 
EtOAc/PE (~ 100:1, 2 ml) ni bila uspešna. 
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1H NMR (500 MHz, CDCl3) – produkt po kristalizaciji 
  
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) – produkt po kristalizaciji 
 
21 
 
5.4 1-(4-((4-(Etil(2-fluoroetil)amino)fenil)diazenil)fenil)butan-1,3-
dion (6) 
 NaH Δ 
 EtOAc 
 
V argonovi atmosferi sem v suhem EtOAc (4 mL) raztopil 12 (432 mg, 1,4 
mmol) in naenkrat dodal NaH (332 mg, 14 mmol). Zmes sem mešal pri 
temperaturi refluksa (80 °C) še 2 uri. Reakcijsko zmes sem raztopil v EtOAc, 
nakisal s HCl do pH 3(1 M) in ekstrahiral v EtOAc (3×20 mL). Združene 
organske frakcije sem posušil z brezvodnim Na2SO4, prefiltriral in uparil topilo 
pod znižanim tlakom. Reakcijsko zmes sem očistil z radialno kromatografijo 
(SiO2, 2 mm), tako da sem na suho ploščo nanesel vzorec v diklorometanu, 
ploščo posušil in produkt spral z mešanico PE/EtOAc v razmerju 5:1. Dobil sem 
čist rdeč kristaliničen produkt 6 (400 mg, 1,1 mmol, 81%). Za analize sem del 
produkta še prekristaliziral iz mešanice PE/EtOAc. 
Mp: 112,7–113,5 °C 
IR (cm–1): 3651, 2969, 1588, 1510, 1381, 1348, 1297, 1267, 1191, 1156, 1110, 
1047, 1003, 863, 820, 784, 747, 692. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 16.18 (s, 1H), 7.99–7.96 (m, 2H), 7.88–7.86 (m, 
4H), 6.75–6.73 (m, 2H), 6.22 (s, 1H), 4.64 (dt, 1JH,F = 47.0, 1JH,H = 5.3 Hz, 2H), 
3.73 (dt, 2JH,F = 23.4, 1JH,H 5.3 Hz, 2H), 3.54 (q, 2JH,H = 7.1 Hz, 2H), 2.21 (s, 3H), 
1.24 (t, 2JH,H = 7.1 Hz, 3H). 
13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 194.2, 182.2, 155.5, 150.5 143.9, 135.5, 127.9, 
125.7, 122.3, 111.4, 97.0, 81.6 (d 1JC,F = 171.1 Hz), 50.5 (d, 2JC,F = 21.8 Hz), 
46.0, 26.1 12.1. 
19F NMR(470 MHz, CDCl3) δ -221.6 (tt, 1JH,F = 46.7, 2JH,F = 23.4 Hz). 
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HRMS–ESI (m/z): [M + H]+ izračunana za C20H23FN3O2+, 356.1769; izmerjena, 
356.1768. 
HPLC čistost: 71,0% 
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5.5 2-(Etil(fenil)amino)etan-1-ol (7) 
 NaH, 0 °C 
EtOAc 
 
Suspenziji NaH (60% suspenzija v mineralnem olju 1,000 g, 25 mmol) v EtOAc 
(10 mL) ohlajeni na 0 °C sem po kapljicah dodal 4-aminoacetofenon 2 (697 mg, 
5 mmol) v EtOAc (20 mL) in pri sobni temperaturi mešal 20 ur. Reakcijsko zmes 
sem razredčil z EtOAc (20 mL), dodal nasičeno raztopino NaCl (20 mL) ter 
nevtraliziral s HCL (1 M, pH 5). Produkt sem ekstrahiral v EtOAc (2×40 mL). 
Organske faze sem posušil z brezvodnim Na2SO4, prefiltriral in uparil topilo pod 
znižanim tlakom. Produkt sem očistil s kolonsko kromatografijo na SiO2 (eluent 
PE/EtOAc v razmerju 2:1 do prve lise, po tem pa povečeval polarnost do 1:5 do 
konca ločbe) in izoliral čist rumen kristaliničen produkt 7 (739 mg, 3,4 mmol; 
65%). 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 10.33–10.25 (m, 1H), 7.97–7.84 (m, 2H), 7.77–
7.66 (m, 2H), 6.48 (s, 1H), 2.22 (s, 1H), 2.16 (s, 3H), 2.09 (s, 3H). 
HRMS–ESI (m/z): [M + H]+ izračunana za C12H14NO3+, 220.0968; izmerjena, 
220.0974. 
HPLC čistost: 64,3% 
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5.6 Terc-butil(4-acetilfenil)karbamat (8) 
 
dioksan 
BOC2O Δ 
 
V argonovi atmosferi sem v destiliranem dioksanu (15 mL) raztopil 2 (1,485 g, 
10 mmol) in BOC anhidrid (2,99 g, 10 mmol) ter mešal pri temperaturi refluksa 
(100 °C) 5 ur. Reakcijsko zmes sem koncentriral pod znižanim tlakom in raztopil 
v EtOAc (20 mL). Surovo zmes sem spral s HCl (15 mL, 1M) in z nasičeno 
raztopino NaCl (2×15 mL). Organsko fazo sem posušil z brezvodnim Na2SO4, 
prefiltriral in uparil topilo pod znižanim tlakom. Dobil sem čist bledo rožnat 
kristaliničen produkt 8 (2,098 g, 8,9 mmol, 81%). 
Mp: 136,7–140,1 °C (lit.[11] 137–138 °C). 
IR (cm–1) 3239, 3100, 2975, 2923, 1716, 1660, 1583, 1532, 1454, 1410, 1368, 
1318, 1279, 1235, 1181, 1147, 1079, 1050, 1029, 962, 901, 858, 830, 770, 747, 
726. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3 ) δ 7.95–7.88 (m, 2H), 7.49–7.43 (m, 2H), 6.75 (s, 
1H), 2.57 (s, 3H), 1.52 (s, 9H). Spektroskopski podatki se ujemajo z 
literaturnimi.[11] 
HRMS–ESI (m/z): [M + H]+ izračunana za C13H18NO3+, 236.1281; izmerjena, 
236.1280. 
HPLC čistost: 74,1% 
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5.7 Terc-butil (4-(3-oksobutanoil)fenil)karbamat (9) 
 NaH St. 
EtOAc 
 
V EtOAc (20 mL) sem na ledu dodal NaH (60% suspenzija v mineralnem olju, 
1,790 g, 45 mmol) in počasi dodal 8 (2,098 g, 9 mmol) raztopljenega v EtOAc 
(20 mL). Reakcijsko zmes sem pri sobni temperaturi mešal še 2 dni. Nato sem 
raztopino nakisal s HCl (1 M, pH 4) in spral z nasičeno raztopino NaCl. Zmes 
sem ekstrahiral v EtOAc (3×15 mL). Organsko fazo sem posušil z brezvodnim 
Na2SO4, prefiltriral in uparil topilo pod znižanim tlakom. Reakcijsko zmes sem 
očistil s kolonsko kromatografijo na SiO2 (eluent PE/EtOAc v razmerju 50:1 do 
prve lise, 10:1 do konca ločbe) in izoliral čist bel kristaliničen produkt 9 (1,775 g, 
6,4 mmol, 72%). 
Mp: 116,8–118,3 °C 
IR (cm–1): 3353, 2982, 1701, 1588, 1498, 1403, 1369, 1307, 1272, 1233, 1151, 
1053, 1029, 1012, 991, 904, 868, 847, 823, 783, 764, 688, 622. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3 ) δ 16.25 (s, 1H), 7.84–7.82 (m, 2H), 7.47–7.43 (m, 
2H), 6.71 (s, 1H), 6.13 (s, 1H), 2.18 (s, 3H), 1.52 (s, 9H). 
13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 192.3, 183.5, 152.2, 142.3, 130.3, 129.3, 128.4, 
117.6, 96.0, 28.3, 25.5. 
HRMS–ESI (m/z): [M + H]+ izračunana za C15H20NO4+, 278.1387; izmerjena, 
278.1387. 
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5.8  1-(4-((4-(Etil(2-hidroksietil)amino)fenil)diazenil)fenil)etan-1-on 
(12) preko 4-acetilbenzendiazonijeve soli (11) 
 TsOH TBN 
 EtOAc  AcOH 
 
V EtOAc (50 mL) sem raztopil monohidrat paratoluensulfonske kisline (1,400 g, 
7,4 mmol) in anilin 2 (1,000 g, 7,4 mmol) ter mešal, dokler se kislina ni 
popolnoma raztopila. Nato sem dodal TBN (1,3 mL, 11,1 mmol) in pri sobni 
temperaturi mešal 1 uro. Izpadlo oborino sem posušil pod znižanim tlakom. 
Dobil sem rumen produkt 11 (1,766 g, 5,6 mmol, 75%).  
V ocetni kislini (40 mL) sem raztopil 2-(N-etilanilino) etanol (1,223 g 7,4 mmol) 
in diazonijevo sol 11 (1,766 g, 5,6 mmol) ter na sobni temperaturi mešal eno 
uro. Kislino sem nevtraliziral z nasičeno raztopino NaHCO3 (pH 4). Reakcijsko 
zmes sem ekstrahiral v DCM (3×50 mL). Združene organske frakcije sem 
posušil z brezvodnim Na2SO4, prefiltriral in uparil topilo pod znižanim tlakom. 
Reakcijsko zmes sem očistil s kolonsko kromatografijo na SiO2 (eluent 
PE/EtOAc v razmerju 3:1 do prve lise, 1:1 do konca ločbe) in izoliral čist rdeč 
kristaliničen produkt 12 (1,368 g, 4,4 mmol, 79%). 
Mp: 137,5–138,5 °C 
IR (cm–1): 3425, 3875, 1660, 1590, 1513, 1445, 1420, 1369, 1341, 1316, 1269, 
1218, 1180, 1160, 1130, 1074, 1047, 995, 960, 846, 822, 799, 736, 702, 638, 
609. 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 8.01–8.09 (m, 2H), 7.85–7.80 (m, 4H), 6.87–
6.85 (m, 2H), 4.85 (t, 1JH,H = 5.4 Hz, 1H), 3.60 (q, 1JH,H = 6.0 Hz, 2H), 3.56–3.47 
(m, 4H), 2.63 (s, 3H), 1.15 (t, 1JH,H = 7.0 Hz, 3H). 
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5.9 1-(4-((4-(Etil(2-fluoroetil)amino)fenil)diazenil)fenil)etan-1-on 
(13) 
 DAST St. 
DCM 
 
V argonovi atmosferi sem v destiliranem DCM (40 mL) raztopil 9 (587 mg, 2 
mmol) in raztopil DAST (609 mg, 3,8 mmol, 0,5 mL) v destiliranem DCM (5 mL). 
DAST sem po kapljicah dodal k 12 in mešal pri sobni temperaturi 1,5 ure. 
Reakcijsko zmes sem zlil na led, nevtraliziral z nasičeno raztopino NaHCO3 (pH 
6) in ekstrahiral v DCM (4×40 mL). Združene organske frakcije sem posušil z 
brezvodnim Na2SO4, prefiltriral in uparil topilo pod znižanim tlakom. Reakcijsko 
zmes sem očistil s kolonsko kromatografijo na SiO2 (eluent PE/EtOAc v 
razmerju 5:1) in izoliral čist rdeč kristaliničen produkt 13 (547 mg, 1,7 mmol, 
92%).  
 
Mp: 120,8–126,0 °C 
IR (cm–1): 2921, 1670, 1591, 1513, 1405, 1386, 1353, 1313, 1294, 1260, 1239, 
1188, 1156, 1128, 1035, 1012, 954, 846, 824, 736, 683, 638. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3 ) δ 8.08–8.05 (m, 2H), 7.90–7.87 (m, 4H), 6.76–6.75 
(m, 2H), 4.64 (dt, 1JHF = 47.0, 1JHH = 5.3 Hz, 2H), 3.74 (dt, 2JH,F = 23.5, 1JH,H = 
5.3 Hz, 2H), 3.56 (q, 2JH,H = 7.1 Hz, 2H), 2.65 (s, 3H), 1.25 (t, 2JH,H = 7.1 Hz, 
3H). 
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